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Monoclonal antibodies against epithelial mucin (MUC1) 

The invention relates to monoclonal antibodies against epithelial mucin (MUC1), a 
method for their production and their use for the immunohistological and 
immunological detection of tumours. The new antibodies have an unusual specificity 
and a high avidity. One particularity is the fact that specific antibodies of the classes 
G1 and M are produced at the same time. 

Areas of application of the invention are the medicinal diagnosis, the immune therapy 
and the pharmaceutical industry. 
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(g) Monoklonale Antikorper gegen epitheliaies Muzin (MUC1) 

(§7) Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper gegen 
epitheliaies Muzin (MUC1), ein Verfahren zu ihrer Herstel- 
lung und ihre Verwendung zum immunhistologischen_ und 
immunoiogischen Tumornachweis. Die neuen Antikorper 
haben eine ungewohniiche Spezrfitat und sine hohe Aviditat. 
Eine Besonderheit besteht darin, daS gleichzeitig spezifische 
Antikorper der Klassen G1 und M gebildet werden. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die medizin.sche 
Diagnostik, die Immuntherapie und die pharmazeutische 
Industrie. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper ge- 
gen das menschliche epitheliale Muzin MUC1 (synonym 
mit PEM, PUM, MAM-6, EM A, PAS-O und Episialin), 
ein Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwen- 
dung zum immunhistologischen und immunologischen 
Tumornachweis. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die medizini- 
sche Diagnostik, die Immuntherapie und die pharma- 
zeutische Industrie. 

Die Muzine sind in normalen Epithelien Gesunder in 
charakteristischer Weise verbreitet (Burchell, U Taylor- 
Papadimitriou, J.: Mucins. In: Kreis, T. Vale, R. (eds.), 
Guidebook to the Extracellular matrix and Adhesion 
Proteins, Oxford 1993). Das bekannteste Muzin ist 
MUC1, ein hochmolekulares (Mr > 5 x lO^Membran- 
Glykoprotein, das aus einer variablen Anzahl sich wie- 
derholender Abschnitte von 20 Aminosauren besteht, 
den sogenannten 'Tandem-Repeats" Die Eignung des 
MUCl-Molekuls als Tumorantigen beruht darauf, daB 
seine Expression bei Tumorpatienten (bevorzugt bei 
Mammakarzinom und bei gastrointestinalen Tumoren) 
in der Regel modifiziert ist: 

— Auf Tumorzellen Verlust der polaren Expres- 
sion. 

— Verstarkte Expression in Tumorzellen, auch in- 
trazellular. 

— Die Giykosyiierung der Muzine ist in Tumoren 
gestort 

— MUC1 tritt im Serum Tumorkr anker auf. 

— MUC1 tritt ektopisch auf (z. B. auf kolorektalen 
Karzinomen, wahrend es auf normaler Darm- 
schleimhaut fehlt). 

Jede dieser Veranderungen kann Grundlage eines Tu- 
mortests sein, erfordert aber ein anderes methodisches 
Herangehen. 

Es gibt bereits Tumortests, die monoklonale Antikor- 
per (mAk) gegen MUC1 als Komponenten enthalten. 
Die bisher beschriebenen mAk wurden durch Immun- 
isierung von Versuchstieren mit mehr oder weniger ge- 
reinigten Muzinpraparaten oder mit Peptiden herge- 
stellt Sie erkennen MUC1 -Epitope, die sich eng urn eine 
bestimmte Aminosauresequenz des MUC1 -Tandem- 
Repeats gruppieren (Taylor- Papadimitriou, J., Lalani, 
E.-N., Burchell, U Gendler, S.J. Mucin antigens: Molecu- 
lar structure and potential use in immuno-therapy. J. 
Nucl. Med. Allied ScL 34 (SuppL to No. 3): 144-150 
(1990)). Dadurch bedingt ist eine volistandige Erfassung 
von MUC1 nicht in alien Fallen moglich (z. B. infolge 
sterischer Behinderung der Antikorperbindung durch 
die Kohlenhydrat-Seitenketten). 

Die Erfindung hat das Ziel, die bisherigen Nachweis- 
methoden fur MUC1 durch mAk zu erganzen, zu erwei- 
tern und zu verbessern. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, mAk zur 
Verfiigung zu stellen, die bisher noch nicht erfaBte Epi- 
tope von MUC1 erkennen. 

Die Aufgabe der Erfindung wird gemaB den Anspru- 
chen 1, 6, 9 und 10 gelOst, die Unteranspriiche sind Vor- 
zugsvarianten. 

Die Hybridzeilen werden erfindungsgemaB herge- 
stellt durch 

A. Immunisierung von Versuchstieren, in erster Li- 
nie von Mausen, mit nativem MUC1, 
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B. Isolierung von Lymphozyten aus den Versuchs- 
tieren und Immortalisierung der Lymphozyten 
durch Zellfusion mit geeigneten Myelomzellen 
bzw. eine andere geeignete Immortalisierungsme- 
thode, 

C. Selektion der immortalisierten Zellinien, 

D. Testen der immortalisierten Zellinien auf die 
Produktion von Antikdrpern gegen MUC1, 

E. Klonierung der Zellen aus den Kulturen, die An- 
tikorper gegen das MUC1 produzieren, Vermeh- 
rung dieser Zellklone und Gewinnung der von die- 
sen Zellen produzierten spezifischen Antikorper 
und 

F. Ermittlung der Feinspezifitat der Antikorper. 

Der wesentliche Unterschied zu den bisherigen Her- 
stellungsmethoden besteht darin, daB die Immununisie- 
rung mit nativem MUC1 erfolgt Dadurch werden mAk 
erhalten, die typische Konformationsepitope erkennen. 
Als aktivster Zellklon wurde A76-A/C7 erhalten. 
Dieser Zellklon hat folgende Eigenschaften: 

— er erkennt ein unikales Epitop, und zwar ein 
konformationsabhangiges Peptidepitop, das erst ab 
5 Tandem -Repeats auf tritt 

— er hat eine hervorragende Gewebs- und Zell- 
Reaktivitat 

— er ist paraffingangig und hat nur eine auBerst 
niedrige unspezifische Bindung, 

— die Reaktivitat ist unabhangig von der Giykosy- 
iierung. 



Unikal ist auch der Isotyp IgGl 4- IgM, k; die Anti- 
korper- Spezifitat der beiden Isotypen ist identisch, wie- 
35 derholte Klonierungen fiihren nicht zu KJonen mit nur 
einem Isotyp. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Antikorper 
als Nachweisreagenzien. Sie konnen im immunhistolo- 
40 gischen Nachweis von Tumoren (z. B. kolorektalen Kar- 
zinomen) oder dem Nachweis von Mikrometastasen im 
Knochenmark bzw. in Lymphknoten vorteilhaft ver- 
wendet werden. Dabei wird der Kulturuberstand (kon- 
ditioniertes Kulturmedium) der betreffenden Hybri- 
domzellinien oder gereinigter Antikorper in geeigneter 
Verdiirmung eingesetzt. Der Test selbst wird nach einer 
gangigen histologischen Technik an Gefrier- oder Pa- 
raffinschnitten durchgefuhrt, z. B. mittels der sogenann- 
ten ABC-Technik. 

Die erfindungsgemaBen Antikorper konnen gleicher- 
maBen zum immunologischen Nachweis von MUC1 als 
Tumormarker in Korperfliissigkeiten wie z. B. Blutplas- 
ma eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Ver- 
55 wendung der erfindungsgemaBen Antikorper zur Isolie- 
rung und Reinigung von MUC1, z. B. fur therapeutische 
Zwecke (moiekulare Tumorvakzinen). 

Durch die Erfindung wird ermoglicht, den Nachweis 
von MUC1 exakter als bisher durchzufuhren. Der Ein- 
satz der erfindungsgemaBen Antikorper sichert, daB ei- 
ne immunologische Reaktion definidv nur mit einem 
Epitop von MUC1 erfolgL Dadurch ist eine hohe Spezi- 
fitat gegeben, und die Ergebnisse mit verschiedenen 
Proben sind reproduzierbar. Deshalb sind die erfin- 
65 dungsgemaBen monoklonalen Antikorper besonders 
geeignet fur die Friiherkennung und den Nachweis ver- 
schiedener Tumore sowohl auf immunhistologischem 
wie auf immunologischem Wege. 
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Aniiegend wird der Erfindung an einem Ausfuhrungs- 
beispiel naher erlautert: 

Beispiel 1 

5 

Monoklonaler Antikorper: A76-A/C7 

Spezifitat: menschliches epitheliales Muzin (MUC1, 
PEM, MAM-6, Episialin, EMA) 

Isotyp: IgGl + IgM (nicht trennbar durch wiederholtes io 
Klonieren), kappa 
Spezies: Maus (Balb/c) 

Imraunogen: T-47D-Zellen (Brustkrebszellinie) 
Fusions-Partner: X63-Ag8.653 

Fusionstyp:PEG 15 
Hybridzellinie: A76-A/C7; Medium: RPMI 1640; 10% 
fCS,5 x 10~ 5 M2-Merkaptoemanol;mycoplasmafrei 
Western blot: Hochmolekulares Muzin (Mr > 5 x 10 5 ) 
Epitop: Peptidepitop, konformationsabhangig (tritt bei 
> 5 Tandem- Repeats auf) 20 
Kreuzreakti vitat: keine bekannt 
Histologic: Paraffin- und Gefrierschnitte 
Vorkommen des Antigens in menschlichen Gewegen: 
Lumenale Membran des Brustepitheis, Brusttumorzel- 
len, Talgdrusen, SchweiBdrusen, Pankreasepithel, kolo- 25 
rektale Karzinome u. a. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen 30 
Antikorpern gegen epitheliales Muzin (MUC1) mit- 
tels klonierter Hybridzellen, die hergestellt werden 
durch: 

A. Imrnunisierung von Versuchstieren, in er- 
ster Linie von Mausen, mit nativem MUC1, 35 

B. Isoiierung von Lymphozyten aus den Ver- 
suchstieren und Irnmortalisierung der Lymp- 
hozyten durch Zellfusion mit geeigneten Mye- 
lomzellen bzw. cine andere geeignete Immor- 
talisierungsmethode, 40 

C. Selektion der immonaiisierten Zellinien, 

D. Testen der immonaiisierten Zellinien auf 
die Produktion von Antikorpern gegen MUC1, 

E. Klonierung der Zellen aus den Kulturen, die 
Antikorper gegen das MUC1 produzieren, 45 
Vermehrung dieser Zellklone und Gewinnung 
der von diesen Zellen produzierten spezifi- 
schen Antikorper und 

F. Ermittlung der Feinspezifitat der Antikor- 
per. 50 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als MUC1 -Antigen lebende menschli- 
che Brustkrebszelien (als Zellinie kultiviert) nach 
Behandlung mit Neuraminidase eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach einem oder mehreren der An- 55 
spruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Myelomzellen fur die Zellfusion vorzugsweise Zel- 
len der Linie X63- Ag8.653 verwendet werden. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der An- 
spruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 50 
Zellfusion mit Hilfe von Polyethyienglykol (PEG) 
durchgef unit wird. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der An- 
spruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
fusionierten Zellen durch ein selektives Kulturme- 65 
dium isoiiert werden. 

6. Monoklonale Antikorper gegen MUC1, herge- 
stellt durch Vermehrung und Kultivierung von Hy- 



bridomzellklonen, die nach einern oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 5 hergestellt werden. 

7. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 6 gegen 
ein unikales Epitop des MUCl-Molekuls, das nur 
bei Vorliegen mehrerer Tandem- Repeats" (£ 5) 
auftritt 

8. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 6 und 7, 
hergestellt durch Vermehrung der Hybridzellinie 
A76-A/C7. 

9. Hybridzeliinien, hergestellt nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 —5. 

10. Verwendung der monoklonalen Antikorper 
nach einem oder mehreren der Anspruche 6 bis 8 
als Nachweisreagenzien. 

1 1. Verwendung der monoklonalen Antikorper ge- 
maB einem oder mehreren der Anspruche 6 bis 8 
zum immunhistologischen Nachweis von Tumoren. 

12. Verwendung der monoklonalen Antikorper 
nach einem oder mehreren der Anspruche 6 bis 8 
zum immunologischen Nachweis von Tumoren. 

13. Verwendung der monoklonalen Antikorper 
nach einem oder mehreren der Anspruche 6 bis 8 
zur Preparation von MUC1. 

14. Verwendung der monoklonalen Antikorper 
nach nach einem oder mehreren der Anspruche 6 
bis 8 zur Therapie von Karzinomen, insbesondere 
als adjuvante Therapie, und zwar sowohl als gerei- 
nigte Antikorper als auch in Form von Konjugaten 
oder als Komplexe mit dem Antigen. 
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